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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 
 
Актуальность темы. Феномен биологических ритмов в живых 
системах – одно из самых загадочных и малоизученных явлений в приро-
де. Внутренние часы организмов разных уровней организации демон-
стрируют удивительную стабильность и в то же время достаточную пла-
стичность для подстраивания фазы активности под изменяющиеся внеш-
ние циклы среды. Многочисленными экспериментами было показано, что 
даже в отсутствии регулярной внешней стимуляции, биологические рит-
мы самоподдерживаются в организме на продолжении длительного вре-
мени (Enright, 1980; Grosse et al., 1995 и др.). 
Современные методы исследований позволили выявить и охаракте-
ризовать основные механизмы молекулярного контроля циркадианных 
ритмов у ряда видов беспозвоночных и позвоночных животных, включая 
человека. Были установлены группы генов, экспрессирующихся лишь в 
определенный период светового цикла (Chen et al., 1991; Baylies et al., 
1992 и др.). На основании этих экспериментальных данных проведено ге-
нетическое исследование «clock-мутантов» дрозофилы и была построена 
детальная модель циркадианного осциллятора (Helfrich-Förster, 1996). 
Понимание биохимических механизмов лежащих в основе функциониро-
вания околосуточных биологических часов было успешно применено в 
фармацевтике для создания ряда лекарственных препаратов (Kondo et al., 
1994; Kutsuna et al., 1998 и др.). 
Наряду с этими достаточно хорошо изученными механизмами мо-
лекулярного контроля существуют уникальные примеры синхронизации 
биологической активности с внешними циклами среды. Одним из них яв-
ляется нерестовое поведение некоторых видов крабов cемейства Grapsi-
dae. Взрослые особи крабов ведут полусухопутный образ жизни, возвра-
щаясь на берег для нереста лишь один-два раза в год, когда после месяч-
 
 
 
ной инкубации на абдоменальных придатках икра стряхивается в мор-
ской воду. Уникальность этого события в том, что нерест крабов строго 
ассоциирован с ночными приливами и не происходит в другое время 
(Saigusa, 1982). Другая особенность поведения крабов в том, что в тече-
ние получаса после попадания в морскую воду эмбрионы прорывают яй-
цевые оболочки и переходят к свободноплавающему личиночному образу 
жизни. Выклев эмбрионов крабов (хатчинг – от англ. hatching) находится 
в непосредственной зависимости от поведения самки. В лабораторных 
условиях хатчинг также высоко синхронизирован среди эмбрионов. Од-
нако, отделенные от абдомена самки более чем за 48 часов до ожидаемо-
го момента хатчинга, эмбрионы не способны завершить развитие. А эм-
брионы, изолированные от самки менее чем за 48 часов до момента нере-
ста, способны самостоятельно завершить эмбриогенез и перейти в личи-
ночную стадию. Молекулярные основы контроля биологических часов 
такого типа к настоящему времени не были известны. Лишь для некото-
рых десятиногих ракообразных установлено существование гомологов 
сlock-локусов, но косвенное участие этих генов было продемонстрирова-
но в контроле циркадианной структуры только для локомоторной актив-
ности (Naylor, 1997, 2003). Между тем, контроль времени хатчинга эм-
брионов Grapsidae представляет собой, по видимому, совершенно иную 
структуру, независимую от циклического изменения уровня РНК опреде-
ленных генов под действием светового режима. Другой сложностью изу-
чения механизмов хатчинг-программы (термин Saigusa, 2000) у крабов 
является отсутствие информации о нерестовых ферментах ракообразных. 
Эта группа ферментов ответственна за полное или частичное растворение 
яйцевых оболочек у многих рыб, морских ежей и амфибий (Lepage et al., 
1990; Lin et al., 2000). Как было показано, экспрессия этих белков непо-
средственно связана со временем предполагаемого нереста. 
 
 
 
Таким образом, три аспекта изучения нереста полусухопутных кра-
бов на наш взгляд представляют особый интерес. Это – механизмы кон-
троля времени хатчинга, идентификация генов, экспрессия которых 
непосредственно связана с хатчинг-программой, а также выявление и ха-
рактеристика активных веществ, вовлеченных в процессы морфологиче-
ских и физиологических изменений, сопровождающих хатчинг. 
Цель исследования. Идентификация генов и многофакторный ана-
лиз активных веществ, участвующих в регулировании времени хатчинга 
развивающихся эмбрионов у берегового краба Sesarma haematocheir, а 
также попытка инициации хатчинга in vitro. 
В ходе иследования нами решались следующие задачи: 
1. Идентифицировать и проанализировать гены, которые экспрес-
сируются избирательно лишь в эмбрионах, находящихся в программе 
хатчинга. 
2. Выделить соединения, являющиеся аналогами или гомологами 
нерестовых ферментов у крабов и участвующие в частичном или полном 
растворении яйцевых оболочек, которое является условием успешного 
хатчинга. 
3. Разработать способ искусственной инициации хатчинг-
программы эмбрионов в лабораторных условиях воздействием химиче-
ских соединений или физических факторов. 
Научная новизна. Идентифицирована и выделена новая сериновая 
протеаза, а также клонирован кодирующий ее ген. Было показано, что 
данный фермент частично растворяет яйцевые оболочки, а также способ-
ствует удалению остающихся после хатчинга эмбрионов яйцевых оболо-
чек с плеопод самки, подготавливая тем самым их к новой кладке икры. 
Наличие такого фермента является эволюционным преимуществом кра-
бов, так как позволяет начинать инкубацию новой партии икры без линь-
 
 
 
ки, тогда как для других десятиногих раков линька является необходи-
мым условием очистки плеопод и подготовки для новой инкубации яиц. 
В ходе экспериментов по сравнению библиотек генов, экспресси-
рующихся в эмбрионах на разных этапах хатчинг-программы, методом 
супрессионной вычитающей гибридизации был идентифицирован и кло-
нирован новый ген, по структуре схожий с генами кодирующими белки 
теплового шока (HSP-90). Показано, что экспрессия этого гена много-
кратно усиливается в эмбрионах, находящихся в хатчинг-программе. 
Предложена гипотеза о возможной схеме участия стрессовых белков в 
инициации программы хатчинга в эмбрионах крабов Grapsidae. 
Установлена возможность искусственной инициации хатчинга эм-
брионов при воздействии ряда химических веществ. В этом случае нерест 
также был высоко синхронизирован среди эмбрионов. Проведен сравни-
тельный анализ возможности изменения временного механизма в эмбри-
онах крабов и полученных ранее данных о структуре захватывания рит-
мов активности некоторых видов обитателей беломорской литорали.  
Практическая значимость работы. Разведение десятиногих ра-
ков является на сегодняшний день одним из перспективных направлений 
морской биотехнологии. Один из ключевых моментов в этом направле-
нии - эффективный мониторинг и возможность контроля репродуктив-
ных циклов промысловых видов этой группы. Данное исследование явля-
ется первой попыткой выявления молекулярных механизмов временной 
упорядоченности выклева эмбрионов крабов и морфологических сопут-
ствующих изменений. Результаты работы могут послужить основой раз-
работки комплексных подходов к искусственному контролю репродук-
тивных циклов десятиногих раков в аквакультуре. 
Апробация работы. Результаты основных этапов диссертационной 
работы были доложены и обсуждались на Научных ассамблеях Между-
народного комитета «COSPAR» (Нагойя, Япония, 1998; Варшава, Польша, 
 
 
 
2000; Хьюстон, США, 2002; Париж, Франция, 2004), на Международной 
конференции «Белое море: фауна и экология» (Петрозаводск, 1999), на 
Ежегодном симпозиуме Зоологического общества Японии (Фукуока, 
2001; Каназава, 2002; Хакодате, 2003; Кобе, 2004), на Ежегодных заседа-
ниях Японского общества эмбриологии членистоногих (Cунадайра, 2002; 
Итако, 2003); на XIX Международном генетическом конгрессе (Мель-
бурн, Австралия, 2003), на итоговых научных конференциях Казанского 
университета в 2001, 2002, 2003; на международной конференции «Геон-
2003» (Казань, 2003), на XIX Международном зоологическом конгрессе 
(Пекин, Китай, 2004). Заявлено участие в Международном научном се-
минаре «Проблемы репродукции и раннего онтогенеза морских гидро-
бионтов» (Мурманск, 2-4 ноября 2004). 
Публикации. По теме настоящей диссертации опубликовано 10 
научных работ в зарубежных журналах и изданиях трудов российских и 
зарубежных конференций.  
Положения, выносимые на защиту: 
1. Частичное растворение яйцевых оболочек при нересте крабов 
происходит при участии сериновой протеиназы пострансляциооно при-
нимающей двухдоменную форму. Протеиназа обладает высокой стрессо-
вой устойчивостью и является первым выделенным представителем 
нерестовых протеиназ в ракообразных. 
2. Выклев эмбрионов крабов может быть направленно инициирован 
кратковременным воздействием растворов ряда кетонов 
3. Инициация выклева (хатчинга) эмбрионов крабов происходит 
при участии стрессового белка HSP-90, экспрессия которого развиваю-
щихся эмбрионах многократно возрастает за 40-45 часов до нереста. 
Объем и структура диссертации. Диссертация изложена на 124 
страницах машинописного текста, содержит 4 таблицы, 26 рисунков, 
включает введение обзор литературы, описание материалов и методов 
 
 
 
исследования, их результаты, обсуждение результатов, выводы и список 
литературы. Список литературы содержит 150 источников, из них 140 за-
рубежных. 
Декларация личного вклада автора. Автор лично проводил сбор 
материала, экспериментальную лабораторную и аналитическую части ис-
следований; в целом вклад автора составляет не менее ¾ общего объема 
всей работы. 
Благодарности. Считаю своим долгом выразить глубокую благо-
дарность моим научным руководителям профессору А.И.Голубеву и 
профессору М.Сайгузе, которые щедро делились со мной богатым опы-
том и навыками, необходимыми для проведения исследований, оказали 
определяющее влияние на формирование моих научных интересов. Цен-
ные советы и замечания были высказаны сотрудниками биолого-
почвенного факультета КГУ профессорами М.Р.Шариповой и 
Д.Г.Ишмухаметовой, доцентами О.Д.Любарской, А.Н.Аскаровой, 
А.Н.Фаттаховой, за что автор им очень благодарен. Большое спасибо 
Р.М.Сабирову за редактирование части рукописи и за ценную консульта-
тивную помощь. Автор также искренне благодарен за постоянную под-
держку при выполнении данного исследования сотрудникам кафедры зо-
ологии беспозвоночных КГУ и лаборатории морской биологии и эколо-
гии Окаямского национального университета (Япония). 
 
СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 
1. МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА 
 
Самки крабов S. haematocheir инкубирующие икру собирались в 
период с мая по сентябрь 2000 – 2003 годов. Крабов содержали в индиви-
дуальных пластиковых емкостях с подсоленой пресной водой (соленость 
5-6‰). Время нереста каждой самки фиксировалось индивидуально, и на 
 
 
 
основе полученных данных строился график соотношения нереста с цик-
лами внешней среды.  
Для выделения нерестовой протеиназы воду, в которой происходил 
нерест, собирали и белки, содержащиеся в ней, осаждали центрифугиро-
ванием. Осадок растворяли в 100 mM Tris-Cl (pH 9.0) и хранили при тем-
пературе -30ºС. Белки, содержащиеся в нерестовой воде, разделяли с 
применением гель-фильтрации, гидрофобной, ионообменной и высоко-
эффективной жидкостной хроматографий. На каждом этапе отбирались 
биологически активные фракции. В качестве контролей использовали как 
воду (морскую и DW), так и жидкость, собранную с поверхности массы 
икры инкубируемой самкой за 7-14 дней до ожидаемого нереста. Биоло-
гическая активность определялась in vitro по способности содержимого 
белковых фракций частично растворять и размягчать структурные ком-
поненты яйцевых оболочек и плеопод крабов. Степень чистоты препарата 
и молекулярную массу фермента определяли электрофорезом. Белковые 
фракции HPLC разделяли методом электрофореза в 15% агарозном геле 
по методу Лаэммли (Laemmli, 1970). N-концевую последовательность се-
риновой протеазы определяли по методу Эдмана в образцах, полученных 
на этапе HPLC на колонке (150 mm x 6 mm) YMC-Pack ODS-A (YMC Co., 
Ltd., Japan) в градиенте концентрации (8-52%) ацетонитрила с 0.1% сер-
ной кислоты в течение 80 мин. Затем белок иммобилизовали и секвени-
ровали с использованием автоматического аминокислотного анализатора 
(Apply Biosystems). 
Поликлональные антитела получали серийной иммунизацией мы-
ши смесью активных фракций на стадии гель-фильтрационной хромато-
графии. Иммунные сыворотки были очищены от примесей с помощью 
аффинной хромотографии на указанные полипептиды и протестирова-
ны в Western-блот гибридизации с суммарным белком, выделенным из 
эмбрионов. Выделенные и очищенные антитела использовали для West-
 
 
 
ern-гибридизации с целью выявления экспрессии белка на разных ста-
диях хатчинг-программы в эмбрионах. 
На основе частично детерминированной аминокислотной последо-
вательности нерестовой протеазы были синтезированы вырожденные 
олигонуклеотидные праймеры. Для клонирования гена, кодирующего ис-
комый белок, использовали метод ПЦР с применением вырожденных за-
травок и кДНК-матрицей, полученной обратной транскрипцией тоталь-
ной РНК эмбрионов. Продукты ПЦР разделяли электрофорезом в 0.8 % 
агарном геле. Фрагменты ДНК вырезали из геля и проводили очистку Gel 
Extraction Kit (Qiagen), затем клонировали в pCR 2.1 TOPO плазмидном 
векторе и определяли нуклеотидную последовательность с помощью ав-
томатического сиквенатора DSQ-2000L (Shimadzu). Клонирование 5’ и 3’ 
-концевых частей кДНК, кодирующей нерестовую протеазу, осуществля-
лось в соответствие с протоколом Marathon cDNA Amplification Kit (BD 
Biosciences:). Для синтеза первой цепи кДНК была использована тоталь-
ная РНК, выделенная из эмбрионов в день нереста. Анализ экспрессии 
гена в развивающихся эмбрионах проводили с помощью ОТ-ПЦР, ис-
пользуя OPC-специфичные олигонуклеотидныее праймеры и кДНК, по-
лученную с тотальной РНК эмбрионов на разных стадиях развития.  
Поиск гомологий среди известных генов и структурный анализ 
нуклеотидной и аминокислотной последовательностей проводили с по-
мощью программного пакета Vector NTI Suit 9 (Informax) с интегриро-
ванным модулем BLAST. 
Эксперименты по искусственной инициации хатчинга проводились 
над изолированными от самки кластерами эмбрионов, помещенными в 
50-луночный планшет. Эмбрионы подвергались кратковременному (5-10 
минут) воздействию различных химических соединений, включающих 
бутанол, этанол, метанол, различные альдегиды, ацетон и пр. Далее ик-
ринки промывались в подсоленой пресной воде. На протяжении следую-
 
 
 
щих 72 часов эмбрионы содержались в лунках и регистрация количества 
эмбрионов, перешедших в стадию зоэа, проводилась каждый час. Далее 
строились графики, отражающие структуру временной упорядоченности 
программы хатчинга в каждой группе эмбрионов.  
Для выявления генов, непосредственно вовлеченных в контроль 
нерестовой программы, методом супрессионной вычитающей гибридиза-
ции (suppression subtracted hybridization - SSH) сравнивались эмбрионы 
двух типов: 1 – с искусственно инициированной программой хатчинга, 2- 
- не способные перейти в личиночную стадию. В основе вычитающей ги-
бридизации кДНК лежит процесс гибридизации двух образцов кДНК, 
называемых драйвером и трейсером, в результате которой общие для 
двух образцов транскрипты подлежат удалению (вычитаются). Особен-
ностью, выбранного нами метода, было использование эффекта селек-
тивной супрессии полимеразной цепной реакции при амплификации про-
дукта гибридизации.  
Для вычитающей гибридизации использовались кДНК библиотеки, 
приготовленные на основе суммарной РНК эмбрионов, искусственно во-
влеченных в программу хатчинга, и эмбрионов из контрольной группы. В 
качестве основной рабочей гипотезы использовалось предположение о 
том, что после воздействия внешнего фактора, инициирующего внутрен-
нюю программу хатчинга, начинается экспрессия генов, вовлеченных во 
временной и физиологический контроль этого события. Полученные 
библиотеки кДНК, обогащенные транскриптами специфичными для эм-
брионов, вовлеченных в программу хатчинга, были проанализированы в 
первичном скрининге. Для этого были определены нуклеотидные после-
довательности 200 фрагментов ДНК из продуктов ПЦР финальной стадии 
вычитающей гибридизации экспериментальной и контрольных групп. 
Уникальность полученных генов и уровня их экспрессии для экспери-
ментальной группы эмбрионов была подтверждена Нозерн блоттингом с 
 
 
 
использованием тотальной РНК эмбрионов, использовавшихся для SSH, а 
также методом ОТ-ПЦР с использованием кДНК полученной с тотальной 
РНК эмбрионов крабов на разных этапах эмбриогенеза.  
 
2. РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
 
2.1. Синхронизация времени нереста между 
самкой и эмбрионами 
 
Показано, что в лабораторных условиях с различными температур-
ными (15-25ºС) и световыми (DD, LD(12:12), LD (16:8)) режимами, 
нерест крабов синхронизируется со временем прилива в естественной 
среде обитания. Самки крабов осуществляли нерест лишь в условиях 
темноты, избегая светлые периоды. При совпадении светлого периода со 
временем прилива самки нерестились во время следующего прилива. При 
постоянном освещении условиях в лаборатории самки не нерестились 
вообще. В то же время нам удалось инициировать нерест у подавляющего 
большинства (90-95%) изолированных от самки эмбрионах кратковре-
менным (5-10 мин.) воздействием 70% водного раствора ацетона. Нерест 
происходил примерно через 45-50 часов после стимуляции с высоким 
уровнем синхронизации среди эмбрионов (Рис.1). Следует отметить, что 
уровень синхронизации нереста среди эмбрионов зависел от времени их 
отделения от самки.  
У эмбрионов отделенных от самки ближе к предполагаемому времени 
нереста уровень синхронизации времени нереста между собой был значи-
тельно выше того же показателя среди эмбрионов, отделенных от абдо-
мена самки раньше. Анализ времени нереста между группами эмбрионов 
инкубировавшихся на абдомене самки и искусственно стимулированных  
действием   ацетона   изолированных   эмбрионов   позволил   выдвинуть 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Рис. 1. Инициация нереста в эмбрионах кратковременной инкубацией в 70% растворе 
ацетона. D – время изоляции кластеров от самки. Линия А – время стимуляции рас-
твором ацетона. Линия β – время хатчинга эмбрионов. SI – индекс синхронизации, 
отражающий уровень упорядоченности времени нереста среди эмбрионов (p<0.05). 
 
предположение, что стимуляция эмбрионов самкой происходит несколь-
ко раз в последние 48 часов перед нерестом. В тоже время все эмбрионы, 
изолированные от самки не ранее чем за 48 часов до предполагаемого 
времени нереста, были способны самостоятельно завершить развитие и 
перейти в личиночную стадию. 
 
2.2. Выделение и клонирование нерестовой протеазы 
 
Было установлено присутствие биологически активного фактора в 
воде, в которой происходил нерест. Этот фермент способен частично от-
слаивать яйцевые оболочки эмбрионов и очищать поверхность плеопод 
от остающихся после нереста структурных элементов кластеров эмбрио-
 
 
 
 
нов. Он был назван OHSS (ovigerous setae stripping substance). Было пока-
зано, что белковая фракция, соответствующая протеиназе, обнаруживает-
ся на окрашенном полиакриламидном геле в виде двух фракций с моле-
кулярной массой 22 и 25 кDa. ОТ-ПЦР с использованием РНК, получен-
ной из эмбрионов в качестве матрицы и двух вырожденных олигонуклео-
тидных праймеров, синтезированных на основе частично детерминиро-
ванной аминокислотной последовательности, позволил амплифицировать 
и клонировать фрагмент ДНК размером 240 п.н. Определение нуклеотид-
ной последовательности этого фрагмента подтвердило, что это участок 
гена, кодирующего OHSS.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Рис. 2. Нуклеотидная и предсказанная аминокислотная последовательности OHSS. 
▼- сайт протеолитической активации протеиназы. ↑- позиция интронов. ○ – катали-
тическая триада аминокислот. Аминокислотные последовательности выявленные в 
ходе сиквенирования заключены в прямоугольники (Pep 1-3, N-terminal) 
 
 
 
 
 С помощью метода быстрой амплификации концевых фрагментов 
кДНК (RACE от apid amplification of cDNA ends) и праймеров, специфич-
ных к выявленному нами фрагменту, мы клонировали полноразмерную 
форму кДНК (1754 п.н.) этого гена из эмбрионов. Данная кДНК содержа-
ла единственную ОРС и кодировала полипептид длиной 492 а/к (рис. 2) 
Первичный анализ с использованием пакета программ BLAST последова-
тельности аминокислот, предсказанной на основе последовательности 
нуклеотидов выявленной кДНК, показал ее существенное сходство с по-
следовательностью группы трансмембранный сериновых протеазы трип-
синовой группы (36-38% совпадений) (рис.3).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Рис. 3. Сравнение первичной структуры трипсинового домена OHSS с другими 
сериновыми протеазами. Линиями показаны предполагаемые дисульфидные мостики 
между консервативно расположенными цистеинами. Пунктирная линия отображает 
дополнительный дисульфидный мостик, наличие которого определется присутствием 
в домене дополнительного цистеина. ▼ – сайт протеолитического активирования 
пропептида OHSS. * - аминокислоты формирующие каталитическую триаду. ♦ - ами-
нокислоты формирующие субстратный карман. 
 
 
 
 
 
Положение активных аминокислот, формирующих каталитическую 
триаду, а также сайтов первичного распознавания субстрата, позволили 
нам сделать вывод, что OHSS является сериновой протеазой. Тем не ме-
нее, область высокого сходства с сериновыми протеазами распространя-
лась лишь на часть предсказанного полипептида, тогда как аминокислот-
ный участок располагающийся ближе к аминной группе (а/к 20-240) не 
обнаруживали сходства с известными на настоящий момент белками. 
Наличие сайта посттрансяционной активации RIIGG, консервативного 
для сериновых протеаз, позволило сделать вывод о том, что изначально 
OHSS синтезируется в виде неактивного зимогена, который впоследствии 
расщепляется на две полипептидной цепи. Анализ аминокислотной по-
следовательности OHSS не выявил присутствия активационного пептида. 
Это свидетельствует о том, что пострансляционная активация протеазы 
осуществляется, по-видимому, с участием других белков. Наличие в со-
ставе трипсинового домена OHSS дополнительной пары цистеинов, до-
полняющих шесть консервативных, позволяет сделать вывод о том, что 
после активации обе полипептидные цепи остаются соединенные допол-
нительным дисульфидным мостиком. Это предположение также под-
тверждаются наличием двух белковых фракций на геле после электрофо-
реза продукта хромотографий. По-видимому, дополнительный дисуль-
фидный мостик разрушался во время электрофореза, и полипептиды 22 и 
25 кДа представляют собой каталитическую и некаталитическую цепи 
OHSS. 
Проведены эксперименты Western-гибридизации с использованием 
поликлональных антител и анализа экспрессии OHSS гена эмбрионов на 
разных стадиях развития. Экспериментально было показано, что интен-
сивная экспрессия гена начинается уже на самых ранних стадиях эмбрио-
генеза. Присутствие в тотальном белке эмбрионов неактивированной 
формы OHSS (55 kDa) наблюдалось уже за 15 дней до предполагаемого 
 
 
 
нереста. В то же время активированная форма OHSS появлялась лишь за 
несколько дней до ожидаемого нереста. Экспериментально было показа-
но, что очищенная протеиназа сохраняет каталитические функции в ши-
роком диапазоне температур и pH. Фермент также показал высокую 
устойчивость в сохранении уникальной способности растворять стуктур-
ные элементы яйцевых оболочек после длительной заморозки и инкуба-
ции при высоких температурах. 
 
2.3. Идентификация генов избирательно экспрессирующихся в 
эмбрионах вовлеченных в нерестовую программу 
 
На основе результатов первичного скрининга кДНК библиотеки, 
обогащенной транскриптами специфичными для эмбрионов, вовлечен-
ных в программу хатчинга, было показано, что кДНК библиотеки содер-
жат довольно низкий процент клонов с подтвержденной дифференциаль-
ностью. Из 200 транскриптов на двух этапах гибридизации, нуклеотидная 
последовательность которых была определена, дифференциальность экс-
прессии была подтверждена лишь для двух. Для дальнейшего анализа 
был выбран лишь один, демонстрировавший значительную разницу в 
уровне экспрессии между экспериментальной и контрольной группой эм-
брионов (рис. 4А). Анализ с помощью пакета программ BLAST последо-
вательности аминокислот, предсказанной на основе последовательности 
нуклеотидов выявленной кДНК, показал ее существенное сходство с по-
следовательностью группы белков теплового шока HSP-90 (heat shock 
protein 90kDa). 
Мы сделали вывод, что выявленный нами ген является гомологом 
(ортологом) HSP-90 других эукариот. НSP-90– группа белков-шаперонов, 
синтезирующихся в клетке в ответ на большинство химических и физи-
ческих стрессов. К настоящему времени в генетическом банке отсутству-
 
 
 
ет информация об этой группе белков в ракообразных, поэтому поиск го-
мологий проводили среди шаперонов других групп животных.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Рис. 4 Эксперессия hsp-90 гена в развивающихся эмбрионах краба. 
А – экспрессия в эмбрионах контрольной и эксперементальной группах (через 3 и 
12 часов после инкубации с раствором ацетона). Метод Нозерн блоттинга 
В – уровень экспрессии гена в эмбрионах инкубируемых самкой краба. (цифры 
обозначают часы до момента хатчинга). Метод ОТ-ПЦР. 
 
Методом ОТ-ПЦР с использованием кДНК полученной с тотальной 
РНК эмбрионов было подтверждено, что HSP-90 гомолог не является 
просто ответом на химический стресс. На основе экспериментальных 
данных был сделан вывод, что экспрессия этого гена резко возрастает 
 
 
 
 
также в эмбрионах развивающихся на плеоподах самки (рис. 4B). Увели-
чение уровня экспрессии было показано на стадии соответствующей 40-
45 часам до момента нереста. 
 
3. ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
 
Изучение поведенческих, физиологических и молекулярно-
биологических аспектов нереста является важным шагом на пути пони-
мания механизмов, лежащих в основе контроля биологических часов, 
принципиально отличных от циркадианной системы осцилляторов насе-
комых и позвоночных. Настоящее исследование показало, что с большой 
долей уверенности можно говорить о том, что упорядоченность и время 
хатчинга эмбрионов крабов находится в непосредственной зависимости 
от стимуляции со стороны самки .  
К настоящему времени исследования в области нереста ракообраз-
ных были сконцентрированы в двух главных направлениях. Первое - это 
анализ морфологических изменений, происходящих в развивающихся 
эмбрионах при их переходе к свободно-плавательному образу жизни и 
структурных компонентах эмбриональной оболочки во время нереста. 
Второе – это поведенческие и экологические аспекты хатчинга среди эм-
брионов и нерестового поведения самок ракообразных в синхронизации с 
внешними циклами среды. Ни в том, ни в другом случае практически не 
затрагивались молекулярные механизмы, сопровождающие нерест. Кро-
ме того, к настоящему времени для ракообразных не было выявлено био-
логически активных веществ, секреция которых непосредственно была 
бы связана с нерестом.  
Нами была выделена и клонирована ранее неизвестная сериновая 
протеаза (OHSS), непосредственно участвующая в расщеплении яйцевой 
оболочки эмбрионов и облегчающая подготовку плеопод самок к новой 
 
 
 
партии кластеров икры. Отметим, что все нерестовые протеазы, извест-
ные к настоящему времени в других группах животных принадлежат к 
семейству металло-протеаз, активность которых определяется присут-
ствием атомов металлов (в большинстве случаев цинка). Тем не менее, 
рядом исследовательских групп были сделаны предположения о том, что 
нерестовые протеазы могут быть представлены трипсиновыми протеаза-
ми (Coleen et al., 2002). Эти предположения основывались на данных о 
том, что присутствие ингибитора трипсина блокировало расщепление 
оболочек яйца, делая нерест невозможным. Результаты нашего исследо-
вания впервые полностью подтвердили это предположение. По-видимому, 
OHSS является первым представителем качественно новой группы нере-
стовых протеаз, неизвестных до сих пор. Особенностью этого белка явля-
ется факт того, что структурно он близок к плазменным сериновым про-
теазам, в большинстве своем выполняющим функцию активации других 
протеаз. Некаталическая часть OHSS также содержит участок, структур-
но близкий к активному участку распознавания субстрата хитиназ, что 
также подразумевает непосредственное участие этого белка в расщепле-
нии структурных элементов кутикулярных образований абдомена самок. 
Пострансляционная модификация OHSS тесно связана со временем нере-
ста крабов. По-видимому, последние этапы активации этой протеазы 
происходят непосредственно в ночь нереста. Это делает дальнейшее изу-
чение OHSS одним из перспективных подходов к пониманию механизма 
работы внутренних часов крабов. В то же время является вероятным уча-
стие OHSS в других физиологических процессах развивающегося эмбри-
она. Анализ экспрессии гена кодирующего OHSS свидетельствует о том, 
что транскрипты появляются в развивающихся эмбрионах уже на стадии 
ранней бластулы, но их дальнейшая судьба нам пока неизвестна. 
Другим результатом проведенных исследований является получе-
ние метода искусственного инициирования хатчинга в эмбрионах. Нами 
 
 
 
впервые показана возможность инициации хатчинга кратковременным 
воздействием растворов ряда кетонов. То, что эмбрионы, изолированные 
более чем за 48 часов до ожидаемого момента нереста, вообще не спо-
собны перейти в личиночную стадию, позволяет предположить, что дей-
ствие кетонов сходно с действием некого стимула передающегося от 
самки к эмбрионам и инициирующего хатчинг. Кроме того, эксперимен-
тальные данные об упорядоченности хатчинга среди изолированных в 
лаборатории эмбрионах подтверждают предположение о том, что стиму-
ляция самкой эмбрионов происходит несколько раз на протяжении по-
следних 48 часов перед нерестом, что, по-видимому, обеспечивает высо-
кий уровень его синхронизации среди эмбрионов.  
Впервые показано участие стрессового белка HSP-90 в программе 
хатчинга эмбрионов. Усиление секреции стрессовых белков является 
универсальным ответом организма на разнообразные внешние воздей-
ствия. С этой точки зрения нам представляется вероятным, что возмож-
ность инициации нереста действием раствора кетонов опосредована 
именно увеличением уровня содержания стрессовых белков в эмбрионах, 
что очевидно является одним из ключевых моментов запуска механизма 
хатчинга. 
Данной работе мы выделили и структурно охарактеризовали ряд 
активных факторов, синтез и функционирование которых непосредствен-
но связаны с контролем времени нереста крабов. Дальнейшие, более де-
тальные исследования молекулярной природы активности этих соедине-
ний, также как и механизмы их взаимодействия с другими факторами в 
развивающихся эмбрионах, в будущем позволят, на наш взгляд, создать 
целостную картину структуры околоприливного осциллятора контроли-
рующих нерест ракообразных. 
 
 
 
ВЫВОДЫ 
 
1. Впервые экспериментально выяснена структура синхронизации 
времени нереста берегового краба Sesarma haematocheir с циклами внеш-
ней среды. Показана возможность искусственной инициации нереста у 
изолированных от самки эмбрионов кратковременным воздействием рас-
творов ряда кетонов. Показано наличие у эмбрионов инициируемого 
внутреннего комплекса физиологических изменений, завершающихся че-
рез 45-50 часов высоко синхронизированным среди тысяч эмбрионов 
хатчингом. 
2. Выделена и клонирована новая сериновая протеза, являющаяся в 
крабах аналогом нерестовых протеаз других групп животных. Получено 
экспериментальное подтверждение, ранее высказанное рядом авторов 
предположение о том, что нерестовые протеазы могут быть представлены 
не только металлопротеазами, но и сериновыми протеазами.  
3. Методами супрессионной вычитающей гибридизации получен 
ряд генов, избирательно экспрессирующихся лишь у эмбрионов, находя-
щихся в программе хатчинга. 
4. Клонирован и структурно охарактеризован новый для ракообраз-
ных стрессовый белок HSP-90. Показано, что уровень экспрессии этого 
шаперона многократно возрастает в эмбрионах как искусственно вовле-
ченных в программу хатчинга, так и нормально развивающихся на плео-
подах самки, за 48-50 часов до предполагаемого хатчинга. На основе экс-
периментальных данных выдвинута гипотеза о роли HSP-90 в инициации 
хатчинга эмбрионов крабов. 
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